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(57) Abstract 



The invention concerns proteins of fungal origin having an epoxide hydrolase activity, such as those obtained in essentially pure 
form by extraction from fungi cells, or by culturing in host cells transformed by a nucleotide sequence coding for said fungal proteins. The 
invention also concerns the uses thereof, in particular for implementing methods for preparing enantiopure epoxides and/or diols. 

(57) Abrcge* 

La presente invention a pour objet des prolines d'origine fongique ayant une activite* 6poxyde hydrolase, telle qu'obtenues sous 
forme essentiellement pure par extraction a partir de cellules de champignons, ou par mise en culture de cellules h6tes transformers par 
une sdquence nucleotidique codant pour les prolines fongiques susmentionnees, ainsi que leurs utilisations notamment dnns le cadre de la 
mise en oeuvre de proceeds de preparation d*6poxydes et/ou de diols 6nantiom£riquement purs. 
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EPOXYDE HYDROLASES D'ORIGINE ASPERGILLUS 



La pr6sente invention a pour, objet des proteines d'origine fongique ou des 
proteines derivees de ces dernieres, ay ant une activite epoxyde hydrolase, ainsi que 
leurs utilisations, notamment pour la preparation de molecules 6nantiomeriquement 
pures (ou enantiopures), tels que des epoxydes et/ou des diols vicinaux k haute purete 
6nantiom6rique. 

Les epoxydes ou les diols vicinaux sont des composes importants en synthase 
organique. Dans le cas ou ils possedent une structure chirale, ils peuvent £tre utilisds 
soit sous forme rac6mique, soit sous forme optiquement enrichie ou meme 
6nantiomeriquement pure. Dans le premier cas, ils constituent des produits de base 
pour rindustrie chimique (monomeres polym6risables ou composants de produits 
industriels tels glycol, propylene glycol etc.). Dans le deuxieme cas, ils peuvent etre 
utilises comme synthons chiraux pour la production de divers produits optiquement 
purs comme par exemple des molecules biologiquement actives commercialis6es par 
rindustrie pharmaceutique ou phytosanitaire ou de materiaux k propri6t6s optiques 
sp6cifiques (cristaux liquides par exemple). 

C'est pourquoi di verses strategies de synthase chimique ont 6t6 61abor6es poxu* 
en r6aliser la production. En ce qui concerne Tobtention des diols ces strategies 
impliquent souvent Thydrolyse d*un 6poxyde en milieu acide ou basique mineral plus 
ou moins concentre, ce qui genere par-1^ meme des couts suppiementaires dus au 
retraitement des eaux meres et/ou des sels formes au cours du proc6de. 

Dans le cas ou ces molecules doivent etre produites sous forme optiquement 
active, plusieurs strategies ont 6t6 d6crites et developp6es (Schurig et al. 1992, 
Pedragosa-Moreau et al. 1995). Par exemple, la reaction d'oxydation de Katzuki- 
Sharpless permet la transformation d'une oiefine en epoxyde optiquement enrichi k 
Taide d'un catalyseur organom6tallique chiral a base de titane. Cependant cette 
approche est limit6e a des oiefines porteuses d'une fonction alcool en position alpha de 
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la double liaison, n6cessaire a la coordination du catalyseur. 

D'autres methodes ont €t€ developpees plus r6cemment, et sont elles aussi 
bas6es pour la plupart sur V utilisation de catalyseurs organometalliques impliquant tres 
souvent des m6taux lourds comme le manganese ou le cobalt. Cependant, bien que 
tres efficaces sur certains types de substrats, elles ne pr6sentent que des seiectivit6s 
moyennes sur d'autres families de molecules. Dans tous les cas, elles sont 
difficilement utilisables au niveau industriel compte tenu des contraintes techniques 
engendrees par 1'utilisation des m6taux lourds impliqu6s. 

Diverses methodologies de biocatalyse ont 6te decrites afin de palier ce 
probleme. Elles mettent en ceuvre des strategies indirectes impliquant T utilisation 
d'enzymes comme par exemple des lipases, des peroxydases ou des monooxygenases 
(Archelas et al. 1997). Cependant la plupart de ces approches necessitent T61aboration 
de systemes cofiteux de recyclage de cofacteurs, ce qui les rend la encore 
particulierement difficiles et onereuses a mettre en ceuvre a un niveau pr6paratif . 

L'utilisation d'une enzyme permettant de rdaliser Thydrolyse directe d'un 
epoxyde constitue done un moyen original et interessant de preparation directe 
d*6poxydes optiquement enrichis ou de diols achiraux, rac6miques ou optiquement 
enrichis. Ces enzymes, appelees Epoxyde Hydrolases, pr6sentent Tavantage - d'une 
part de ne pas n6cessiter de cofacteur et, d'autre part, - de permettre de realiser dans 
des conditions particulierement douces Taddition d'une molecule d'eau sur un 
6poxyde. Si le substrat est chiral, et selon T6nantios61ectivite et la r6gios61ectivit6 de 
cette addition, le diol obtenu sera racgmique on enantiomeriquement enrichi (Archelas 
et al. 1998). 

Bien que de nombreux travaux aient 6t6 consacrds k ce type d' enzyme present 
chez les mammiferes, leur utilisation en synthase organique n'est pas envisageable 
compte tenu de la diffficulte de les obtenir en quantity suffisante. 

La possibilite d'utiliser des epoxydes hydrolases d'origine microbienne 
(bact^ries, levures, champignons) -susceptibles d'etre produites en grandes quantit6s 
par simple fermentation microbienne- comme « outil » en synthese organique 
constituerait done un progrfcs considerable. 

Des exemples de preparation de composes optiquement actifs par Tutilisation de 
microorganismes en tant que biocatalyseurs ont 6t6 decrits, mais ne concernent que 
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des activites enzymatiques non caracterisees detectees dans divers microorganismes. 
Ainsi, dans la demande de brevet europeen EP n° 611 826 (Daicel Chemical 
Industries Co., LTD), les exemples de microorganismes donnes, capables de produire 
un epoxyde (S) optiquement actif a partir d'un Spoxyde racemique, sont notamment 
une souche de microorganisme appartenant au genre Candida, Rhodosporidium, 
Rhodococcus et Nosardioides . Les exemples de microorganismes capables de produire 
un 6poxyde (R) optiquement actif, sont notamment une souche de microorganisme 
appartenant au genre Trichosporon, Geotrichum, Corynebacterium, Micrococcus, et 
Brevibacteriwn . 

L'oxyde de styrene est Tun des substrats test le plus utilise dans les etudes 
conduites sur les epoxyde hydrolases de mammiferes, et divers derives substitu6s sur 
le cycle aromatique de ce substrat modele ont aussi 6t6 Studies dans ce contexte 
(Dansette et al. 1978, Westkaernper et al. 1981). Plus r6cemment, les 6tudes r6alisees 
avec des activit6s enzymatiques d'origine microbienne ont aussi utilise ce substrat 
modele, et les Inventeurs ont eux-memes montre que ces molecules peuvent £tre 
hydrolysees de fapon enantios&ective par une souche du champignon Aspergillus 
niger, enregistr6e au Museum d'Histoire Naturelle (Paris) sous le numero LCP521 
(Lab. de Cryptogamie, 12 rue Buffon, 75005 Paris, France) (Pedragosa-Moreau et al. 
1996). 

Toutefois, les experiences d'hydrolyse enantiosdlective effectuees a Taide de 
champignons, tel que le champignon Aspergillus niger, decrites jusqu'a present, font 
intervenir les cellules entieres ou des extraits cellulaires du champignon, ce qui pose un 
certain nombre de problemes techniques de mise en ceuvre, ne donne pas de bons 
rendements, et ne permet pas de definir la structure du catalyseur biologique utilise. 

L'utilisation d'epoxydes hydrolases d'origine fongique bien identifies et 
caracterisees permettrait de rem6dier a ces inconv6nients, mais aucune Epoxyde 
hydrolase d'origine fongique n'a pu etre isol6e et purifiee jusqu'a pr6sent, sugg£rant 
la possibility qu'une telle enzyme n'etait pas suffisamment stable pour etre totalement 
isolee de son milieu naturel. 

La presente invention resulte de la mise en evidence par les Inventeurs du fait qu'il 
est possible d'isoler et de purifier une epoxyde hydrolase a partir de champignons. Ainsi 
la presente invention decoule de Tidentification (par purification, sequen?age, clonage) 
de Tenzyme responsable de Tactivite epoxyde hydrolase des champignons, tels que 
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ceux de l'espece Aspergillus. 

Un des buts de la presente invention est de fournir de nouvelles enzymes a 
activity Spoxyde hydrolase d'origine fongique. 

Un autre but de la pr6sente invention est de fournir les sequences nucleotidiques 
codant ces enzymes. 

L 1 invention a egalement pour but de fournir des cellules hotes transform6es par 
les sequences nucleotidiques susmentionnees, dans lesquelles lesdites enzymes sont 
avantageusement surexprimees. 

L'invention a aussi pour but de fournir des proc6d6s detention desdites 
enzymes, notamment par extraction et purification a partir de cellules de 
champignons, ou par mise en culture de cellules hotes telles que decrites ci-dessus. 

Un autre but de la presente invention est de fournir de nouveaux proc6des de 
biocatalyse a 1'aide des enzymes susmentionnees ou des cellules hdtes productrices 
desdites enzymes decrites ci-dessus, pour la synthese de divers 6poxydes et/ou diols, 
ces proc£d6s pr6sentant des rendements superieurs aux proc6d6s utilisant des cellules 
entifcres, ou des extraits cellulaires de champignons pr6c6demment d6crits. 

A ce titre, 1 ! invention a plus particulierement pour but de fournir des proc6d6s 
d'hydrolyse d'Spoxydes achiraux ou chiraux pr6sentant l'avantage de pouvoir etre 
effectu6s dans des conditions exp6rimentales particulierement douces, k savoir sans 
mettre en oeuvre de r6actif acide ou basique mineral ou organique, notamment en 
milieu aqueux tamponn6 ou non tamponn6 et/ou en presence de solvants organiques 
miscibles ou non miscibles a l'eau. Selon les propri6tes st6r6ochimiques intrinseques 
de l*6poxyde de depart, ces proc6d6s conduisent k Tobtention d'un diol achiral, 
racemique ou optiquement enrichi ainsi que, si l'6poxyde de depart est chiral, k la 
production de Tun de ses deux Snantiomeres sous forme optiquement enrichie, voir 
6nantiom6riquement pure. 

L* invention a pour objet toute proline d'origine fongique ayant une activity 
epoxyde hydrolase, telle qu'obtenue sous forme essentiellement pure par extraction k 
partir de cellules de champignons, ou par mise en culture de cellules hotes 
transform6es par une sequence nucleotidique codant pour la proline fongique 
susmentionn6e, ou pour toute proline d6riv6e par substitution, suppression ou 
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addition d'un ou plusieurs acides amines de la proteine d'origine fongique 
susmentionn6e et poss6dant une activity epoxyde hydrolase. 

L' activity 6poxyde hydrolase susmentionnee peut etre mesuree en utilisant 
Toxyde de para-nitrostyrene (pNSO) comme substrat, et en mesurant la quantite de 
diol form6, notamment selon la m6thode suivante : 

50 iiL de la preparation contenant T enzyme sont ajoutes k 410 ixL du tampon 
phosphate de sodium 0,1 M pH 7,0 (tampon B) et le melange est pre-incube k 35*C 
pendant 2 min. Ensuite, on ajoute 40 /iL d'une solution 50 mM de pNSO racemique 
dans le DMF (concentration finale de pNSO : 4 mM). 

Apres 10 min d' incubation, la reaction est stopp6e par addition de 1 mL de 
dichloromSthane. Le melange est agit6 vigoureusement afin d'extraire a la fois le 
substrat et le diol produit. La quantity de diol formee est d£termin6e apr&s separation 
sur colonne de silice par HPLC (chromatographic liquide haute pression) (Waters 
Associates, USA) tel que d6crit pr6c6demment (Nellaiah et al., 1996). 

Une Unite 6poxyde hydrolase repr£sente la quantity d' enzyme qui catalyse la 
formation d'une fimolc de diol par minute dans les conditions ci-dessus. Apres 
incubation avec des extraits bruts, la quantity de diol formfe augmente lin£airenient 
avec le temps pendant au moins 30 min, et la vitesse de la reaction est proportionnelle 
a la concentration de Tenzyme dans la gamme de 0,01 a 1,2 unites (Nellaiah et al., 
1996). 

L' invention a plus particulierement pour objet toute proteine telle que 
ddcrite ci-dessus, caract6ris6e en ce qu'elle comprend : 

- la sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence d6riv6e de la sequence SEQ ID NO : 2, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, et 
poss6dant une activit6 6poxyde hydrolase, ladite sequence d6riv6e ayant de 
preference une homologie d'au moins environ 40 %, notamment supdrieure k 
environ 80 %, avec la sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou tout fragment de la s6quence SEQ ID NO : 2, ou d'une s6quence 
deriv6e de cette derniere telle que dSfinie ci-dessus, et possddant une activite 
£poxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference constitu6 d'au moins 
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environ 10 acides amines contigus dans la region delimits par les acides aminds 
situes aux positions 1 et 339 de la sequence SEQ ID NO : 2. 

L' invention concerne plus particulierement toute proteine decrite ci-dessus, 
caracterisee en ce qu'elle correspond a une epoxyde hydrolase fongique sous 
forme essentiellement pure, telle qu'obtenue par extraction et purification a 
partir de cultures de cellules de champignons de l'espece Aspergillus. 

A ce titre Tinvention a plus particulierement pour objet toute proline 
susmentionnee, caracterisee en ce qu'elle correspond k l'6poxyde hydrolase 
fongique sous forme essentiellement pure representee par SEQ ID NO : 2, telle 
qu'obtenue par extraction et purification a partir de cultures de cellules de 
souches d' Aspergillus niger ou d % Aspergillus turingensis. 

L' invention concerne egalement toute proteine telle que decrite ci-dessus, 
caracterisee en ce quelle correspond a une epoxyde hydrolase fongique 
recombinante, telle qu'obtenue sous forme essentiellement pure par 
transformation de cellules hdtes appropriees a 1'aide de vecteurs contenant : 

- la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant l'6poxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, ou toute sequence derivde de SEQ ID NO : 1 
par d6g6n6rescence du code genetique, et codant r epoxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence deriv6e de la sequence SEQ ID NO : 1 , notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 
une enzyme possedant une activity epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee 
ay ant de preference une homologie d'au moins environ 45 %, notamment 
superieure a environ 80 %, avec la sequence SEQ ID NO : 1, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 1, ou d'une sequence 
deriv6e de cette derniere telle que definie ci-dessus, et codant une enzyme 
possedant une activite epoxyde hydrolase, ledit fragment 6tant de preference 
constitue d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region deiimitee 
par les nucleotides situes aux positions 1 et 1197 de la sequence SEQ ID NO : 1. 

A ce titre, T invention a plus particulierement pour objet V epoxyde 
hydrolase fongique recombinante representee par SEQ ID NO : 2, telle 
qu'obtenue par transformation de cellules hdtes appropriees h l'aide de vecteurs 
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contenant la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 , ou toute sequence derivee 
de SEQ ID NO : 1 par degenerescence du code g6n6tique, et codant T6poxyde 
hydrolase representee par SEQ ID NO : 2. 

L' invention concerne egalement toute sequence nucleotidique codant une 
5 proteine d'origine fongique a activity epoxyde hydrolase telle que definie ci- 

dessus. 

L' invention a plus particulierement pour objet toute sequence nucleotidique 
susmentionnee, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence representee par SEQ ID NO : 1 codant V epoxyde hydrolase 
10 representee par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1 par 
degenerescence du code g6netique, et codant 1' epoxyde hydrolase representee 
par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1 , notamment 
15 par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 

une enzyme possedant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence deriv6e 
ay ant de preference une homologie d'au moins environ 45 %, notamment 
superieure k environ 80 %, avec la sequence SEQ ID NO : 1, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 1, ou d'une sequence 
20 derivee de cette derniere telle que definie ci-dessus, et codant une enzyme 

possddant une activite 6poxyde hydrolase, ledit fragment 6tant de preference 
constitue d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region deiimit6e 
par les nucleotides situes aux positions 1 et 1 197 de la sequence SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence nucleotidique compiementaire des sequences ou 
25 fragments susmentionnes, 

- ou toute sequence nucleotidique codant une enzyme possedant une 
activite epoxyde hydrolase, et susceptible d'hybrider avec une des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

les sequences ou fragments susmentionnes etant sous forme simple brin ou 
30 double brin. 

L 1 invention concerne egalement tout vecteur, notamment plasmide, 
contenant une sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus. 
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Avantageusement, les sequences nucl6otidiques de 1* invention dans les 
vecteurs susmentionnes, sont placees sous le controle d* elements de regulation 
de T expression des proteines a activit6 epoxyde hydrolase definies ci-dessus, 
notamment d'un promoteur, le cas echeant inductible, et un terminateur de 
transcription. 

De preference, le promoteur susmentionn£ est choisi parmi ceux 
permettant une surexpression desdites prolines dans des cellules hotes 
transformees k l'aide des vecteurs, lesdites cellules hotes 6tant elles-memes 
choisies parmi celles capables de surexprimer lesdites proteines, notamment 
parmi les bactSries, les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les 
cellules de mammiferes. 

L' invention concerne 6galement toute cellule hote, choisie notamment 
parmi les bact6ries, les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les 
cellules de mammiferes, ladite cellule h6te 6tant transformer notamment a 
Taide d'un vecteur tel que defini ci-dessus, de maniere k ce que son genome 
contienne contenant une sequence nucteotidique susmentionnee codant une 
proline a activite 6poxyde hydrolase. 

L f invention a 6galement pour objet l'utilisation de prolines a activity 
epoxyde hydrolase telles que definies ci-dessus, en tant que biocatalyseurs 
enzymatiques dans le cadre de la mise en oeuvre de procdd6s de preparation 
d'6poxydes ou de diols vicinaux 6nantiom6riquement purs, notamment dans le 
domaine pharmaceutique, phytosanitaire, ou dans le cadre de la fabrication de 
matfriaux optiques spScifiques. 

A ce titre, 1' invention a plus particulierement pour objet un proc6de de 
preparation d*6poxydes et/ou de diols 6nantiom6riquement purs respectivement 
de formules (II) et (III) suivantes 





n 
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dans lesquelles Rj, R2, R3 et R4 representent des groupes quelconques, 

notamment des groupes caracteristiques des composes pharmaceutiques, 
phytosanitaires, ou des materiaux optiques sp6cifiques correspondant auxdits 
6poxydes ou diols vicinaux, 

ledit proc6d6 comprenant une 6tape de traitement d'un melange d'epoxydes 
diast6reoisomferes, ou d'un Spoxyde chiral sous forme racemique, ou d'un 
epoxyde prochiral de formule (I) suivante : 




1 

avec une proteine a activity 6poxyde hydrolase telle que dfefmie ci-dessus, 
ou avec des cellules hotes susmentionn6es exprimant ou surexprimant une 
proline k activity Epoxyde hydrolase telle que d6fmie ci-dessus, ce qui conduit a 
1'obtention : 

- d'un melange des compos6s de formule (II) et (III) susmentionn6s, 
lesdits compos6s de formule (II) et (III) pouvant, le cas ech6ant, etre s6pares par 
une 6tape supptementaire de purification, 

- ou du seul compost de formule (III) susmentionn6e. 

Dans le cas de l'obtention du seul compost de formule (III) 
susmentionnSe, celle-ci peut se faire par un traitement concomitant ou 
subsequent au traitement d6crit ci-dessus, notamment avec un autre r6actif 
chimique ou enzymatique en fonction de l'6poxyde de depart, par exemple avec 
de l'acide sulfurique, notamment dans le cas de l'oxyde de para-nitrostyrene 
(Pedragosa-Moreau et al., 1997), ou avec des cellules du champignon Beauveria 
sulfur escens , notamment dans le cas de l'oxyde de styrene (Pedragosa-Moreau et 
al., 1993). 

Avantageusement, lorsque le proc6d6 tel que d6crit ci-dessus selon 
Tinvention, est effectu6 k 1'aide d'une proline a activity 6poxyde hydrolase telle 
que dSfinie ci-dessus, cette derniere peut etre immobilis6e sur un support solide 
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tel que par exemple le DEAE cellulose ou le DEAE Sepharose, ou tout autre 
support ou technique permettant d'immobiliser cette enzyme. 

L" invention a egalement plus particulierement pour objet Tutilisation d'une 
proline a activite 6poxyde hydrolase telle que d^finie ci-dessus, sous differentes 
formes, incluant des cellules hotes transform^ telles que decrites ci-dessus, ou 
des cellules entieres de champignons, tel que Aspergillus niger, produisant cette 
enzyme, ou des extraits enzymatiques solubles ou lyophilises desdites cellules, 
ou l'enzyme immobilisee sur un support solide tel que defini ci-dessus, dans le 
cadre de la mise en ceuvre d'un procedS tel que d6crit ci-dessus d'hydrolyse d'un 
epoxyde achiral. 

L' invention concerne egalement un procede de preparation de proteine a 
activity epoxyde hydrolase recombinante telle que definie ci-dessus, caracteris6 
en ce qu'il comprend une etape de transformation de cellules hotes, de 
preference choisies parmi les bacteries, les virus, les levures, les champignons, 
les plantes ou les cellules de mammiferes, avec un vecteur tel que decrit ci- 
dessus, et une etape de purification de 1' epoxyde hydrolase recombinante 
produite par lesdites cellules. 

L 1 invention a egalement pour objet un procede de preparation d'une 

epoxyde hydrolase fongique sous forme essentiellement pure, ledit proc6d6 
comprenant : 

- une etape d* ex traction de l'enzyme a partir de cultures cellulaires de 
champignons, tels que les champignons de Tespece Aspergillus, notamment par 
cassage du champignon S I 'aide d'une presse de French ou de tout autre moyen 
approprie, suivie d'une etape de centrifugation k faible vitesse (environ 10 000 
g), recuperation du surnageant, et concentration par ultrafiltration, 

- une etape de purification de l'enzyme a partir de 1'extrait obtenu k l'etape 
precddente, notamment par passages successifs sur des colonnes de DEAE- 
Sepharose, Phenyl-Sepharose, Mono Q et Superose 12. 

L'invention sera davantage illustree a l'aide de la description detailiee qui 
suit de la purification de 1' epoxyde hydrolase d'une souche du champignon 
Aspergillus niger, ainsi que du clonage du gene codant cette epoxyde hydrolase, 
et d'exemples duplication de mise en ceuvre d'un proc6de selon 1'invention. 
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A) Purification et caracterisation d'une epoxvde hydrolase d' Aspergillus 
niger a haute enantioselectivite 

I) Materiels et Methodes 

1) R6actift 

Le substrat test utilise est l'oxyde de p-nitrostyrene racemique (pNSO). II est 
synth6tis6 a partir de co-bromo-4-nitro ac6tophenone selon une methode decrite par 
Westkaemper et Hanzlik, 1980. Ses enantiomeres purs (R) et (S) sont obtenus a partir de 
ce substrat racemique par une 6tape de biotransformation (Pedragosa-Moreau et al., 1996). 
Le diethylamino6thyl (DEAE)-Sepharose, le phenyl-Sepharose, les colonnes "Mono Q" et 
Superose 12 proviennent de chez Pharmacia LKB (Uppsala, Suede). H 2 [ ls O] provient de 
chez Isotec (Miamisburg, USA) et presente une teneur de 95 % de [ ,8 0]. Toutes les 
chromatographies de prolines sont r6alis6es a l'aide du systeme FPLC Pharmacia a 4°C. 

2) Organismes. conditions de croissance et preparation d'extraits 

La souche du champignon Aspergillus niger utilisee dans cette etude est enregistree 
au Museiun d'Histoire Naturelle (Paris) sous le num6ro LCP521 (Lab. de Cryptogamie, 
12 rue Buffon, 75005 Paris, France). La culture est effectuee dans un fermenteur d'une 
capacite de 5L (volume liquide) dans les conditions decrite par Nellaiah et al., 1996. Les 
cellules sont recoltdes apres 40 h de culture par filtration. Elles sont suspendues dans un 
tampon Tris-HCl 10 mM de pH 7,1 (tampon A) contenant de la cysteine 1 mM, de 
TEDTA 1 mM et du chlomre de ph6nylm6thane sulfonyle (PMSF) 0,3 mM. Un extrait 
acellulaire est prepare par rupture du champignon en utilisant une presse de French, ou 
tout autre moyen utilisable par Thomme de Tart et une centrifugation a faible vitesse (1000 
g) dans les conditions d6crites par Nellaiah et al., 1996. Cet extrait est concentre a 100 mL 
par filtration k flux tangentiel avec une membrane ay ant un seuil de coupure de 10, 40 ou 
jusqu'a 100 kDa. Toutes les autres manipulations sont conduites a une temperature de 4°C 
dans une solution tampon contenant de la cysteine 1 mM, de TEDTA 1 mM et du PMSF 
0,3 mM afin de prevenir l'inactivation de 1' enzyme. La concentration de la proteine est 
d6termin6e par la m6thode de Lowry et al., 1951 , utilisant de Talbumine de s6rum de boeuf 
comme temoin. 
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3) Purification de Tepoxvde hydrolase 

La solution concentree contenant 1' enzyme est deposee sur une colonne de DEAE 
(diethylaminoethyl)-Sepharose (2,5 cm x 30 cm) prealablement equilibree avec le tampon 
A contenant du KC1 0,13 M. La colonne est lav6e avec 360 mL de tampon d'equilibrage, 
et Telution est conduite avec un gradient lin6aire de KC1 0,13-0,23 M dans le tampon A 
(volume total : 510 mL, debit : 3 mL/min., volumes des fractions : 6 mL). 

V activity est eluee pour une concentration en chlorure de potassium de 0,17-0,20 
M. Les fractions actives sont regroup6es et concentr6es a 5 mL par ultrafiltration. Le 
concentre est depos6 sur une colonne de ph£nyl-sepharose (1 cm x 10 cm), prealablement 
equilibrde avec le tampon A contenant (NH 4 ) 2 S0 4 0,25 M et 21 % (v/v) d' Ethylene glycol. 
La colonne est lavee avec 10 mL du meme tampon, et l'61ution est conduite avec un 
gradient lin6aire d'6thylene glycol 21-56 % (v/v) dans le tampon A contenant du 
(NH 4 ) 2 S0 4 0,25 M (volume total : 95 mL, debit : 0,5 mL/min., volumes des fractions : 1 
mL). 

L f activity est elu6e avec une concentration d' Ethylene glycol de 30-43 % (v/v). Les 
fractions actives sont regroup6es et concentr6es k 5 mL. Le concentre est d£pos£ sur une 
colonne Mono Q (0,5 cm x 5 cm), prealablement equilibrte avec le tampon Tris-HCl 10 
mM pH : 6,5 contenant du KC1 0,13 M. La colonne est lavee avec 5 mL de tampon, et 
rotation est conduite avec un gradient lin6aire de chlorure de potassium 0,13-0,25 M 
(volume total : 85 mL, debit : 0,5 mL/min., volumes des fractions : 1 mL). L'activite est 
61uee k une concentration de 0,15-0,16 M de chlorure de potassium. Les fractions actives 
sont regroupdes et concentrdes k 1 mL. La solution contenant T enzyme (200 mL) est 
d6pos6e sur une colonne de Superose 12 (1 cm x 30 cm) et 6quilibr6e avec un tampon A 
(d£bit : 0,3 mL/min., volumes des fractions : 0,6 mL). Cette 6tape est effectu6e 5 fois 
(200 /uL chaque fois) et toutes les fractions actives sont regroupees. La preparation ainsi 
obtenue est conserv6e k 4°C. 

4) Etude enzvmatique 

Les incubations avec H 2 [ 18 0] sont conduites dans des fioles de 1 mL contenant 
180 fiL de H 2 [ ls O] tampon B, 20 /xL de T6poxyde hydrolase purifi6e et 20 /xL de substrat 
(50 mM dans rac6tonitrile). Apres 1,5 h d 1 incubation a 25 °C sous agitation magn6tique 
(500 rpm) le substrat restant et le produit forme sont extraits avec 2 mL de 
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dichloromethane. Le diol est purifie par chromatographic analytique sur silice (eluant 
di&hylether). On analyse 2 pL d'echantillons par chromatographic gazeuse/spectrometrie 
de masse (GC/MS). Le diol restant est transforme en 1'acetonide correspondant par 
reaction avec du 2,2 dimethyl-propane en presence de Tacide p-toluene sulfonique. 
L'acetonide est analyst par GC/MS tel que deja d6crit par Audier et al., 1968. 

Une reaction dans un volume total de 5 mL est effectuee a 25 °C, avec un substrat 
d'une concentration de 4,3 mM avec du DMSO (20% en volume) comme co-sol vant dans 
un tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 8.0. 

La reaction est d6marree par addition de 13 U/L de r enzyme purifiSe. Des 
echantillons sont retires toutes les 30 minutes pour la quantification des concentrations du 
substrat et de produit par HPLC en utilisant une colonne en phase inverse (Nellaiah et al., 
1996) et pour la quantification de l'exces enantiomSrique de Tepoxyde et du diol par 
chromatographic en phase gazeuse (Nellaiah et al., 1996). 

5) Electrophorfese sur gel de polvacrvlamide 

Une eiectrophorese SDS-PAGE est effective sur une plaque de 1 mm d'epaisseur 
contenant un gel de resolution (10 % d'acrylamide) et un gel de concentration (4 % 
d'acrylamide) a pH 8,8 en presence de 0,1 % de dodecyl sulfate de sodium (SDS) 
(Laemmli, 1970). Les 6chantillons sont dissous dans un tampon Tris-HCl (62,5 mM, 
pH 8,8) contenant 1 % (p/v) de SDS, 10 % (v/v) de glycerol et 2 % (v/v) de 0- 
mercaptoethanol, et sont chauffes a 100*C pendant 2 minutes. Les proteines sont 
color6es avec 0,1 % (p/v) de bleu de Coomassie. Des migrations sur gels PAGE non 
denaturants sont effectu6es de la m£me fa?on excepte qu'il n'y a pas eu de ($- 
mercaptodthanol rajoute dans le tampon de resolution, et que les dchantillons n'ont pas 
et6 chauffds. L'eiectrofocalisation est r6alisee avec un gradient de pH de 3-9 k l'aide 
du systeme Pharmacia LKB "Phastsystem" et des procedures standards Pharmacia. 
Les prolines sont color6es avec du nitrate d' argent. 

6) Determination de la masse moI6culaire 

La masse mo!6culaire a 6te estimee aprfcs SDS-PAGE par comparaison de la 
mobilite (Rf) de T6poxyde hydrolase (EH) purifiee avec celle des proteines temoins 
suivantes : phosphorylase B (97,4 kDa), serum albumine bovine (66,2 kDa), 
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ovalbumine (45 kDa), anhydrase carbonique (31 kDa), inhibiteur de la trypsine (21,5 
kDa) et lysozyme (14,4 kDa). La masse moleculaire de l'enzyme native est estim6e a 
partir du profil d'elution de Superose 12 par comparaison du Kav de TEH purifiee 
avec celui des proteines standard suivantes: alcool dehydrogenase (150 kDa), serum 
albumine bovine (67 kDa), ovalbumine (43 kDa), chymotrypsinogene A (25 kDa) et 
ribonuclease A (13,7 kDa). Le volume d' exclusion et le volume mort sont determines 
en utilisant du bleu dextranne et de la vitamine B12. 

7) Sequence decides amines 

Pour les analyses decides aminds et les determinations de sequence N- 
terminale, les peptides sont transferes des gels SDS sur une membrane "glassy-bond n 
(Biometra, Allemagne) en utilisant des procedures standard Biorad (Hercules, USA). 
La composition en acides amines de l f enzyme est determin6e apres hydrolyse acide 
(HC1 6N a 100'C sous vide pendant 24 h) en utilisant un analyseur automatique 
d'acides amin6s (system Beckman 6300, Allemagne). La masse moleculaire est 
estimee a partir de la composition en acides amines en utilisant la methode de Delaage 
(1968). 

8) Sequences des peptides 

Les prot&nes sont dissoutes dans un tampon SDS et separees par SDS-PAGE. 
Une partie du gel est coloree avec du Bleu de Coomassie, et la bande d'interet est 
s6par6e a partir de T autre partie du gel. La bande est lav6e pendant 1 h avec H 2 0, 
H 2 0-CH 3 OH (90 : 10), H 2 0-CH 3 CN (80 : 20), et H 2 0-CH 3 CN (50 : 50). La bande de 
gel est ensuite coup6e en petits morceaux et sechee sous vide dans un Speed-Vac 
(Savant). Ensuite, 400 /xL d'une solution contenant Tris-HCl 25 mM (pH 8,5), EDTA 
1 mM, 0,05 % SDS, et 5 /xg de la protease Lys-c (Boehringer Mannheim) sont 
ajoutes, et le melange est incube toute la nuit a 37'C. L'hydrolysat est injectd dans une 
colonne HPLC en phase inverse (Vydac C, g ; 2,1 x 250 mm). La colonne est 61u6e a 
un debit de 0,2 mL/min avec un gradient Hn6aire de 0 k 35 % de la solution B 
(CH 3 CN, contenant 0.07 % d' acide trifluoroac6tique) pendant 150 min (la solution A 
est constitute d'eau et de 0,07 % decide trifluoroacdtique) et les pics sont recueillis et 
directement s6quenc6s avec un microsequenceur Applied Biosystems module 477 A. 
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9) Reaction PCR. clonage et sequencage 

Les reactions PCR sont realisees en utilisant comme amorce des oligomeres 
degeneres obtenus a partir des sequences partielles d'acides amines et en utilisant de 
TADN genomique & Aspergillus niger en tant que support. L'ADN g6nomique est 
extrait de 1,5 g du mycelium lave avec de l'eau, broy6 dans de l'azote liquide et 
suspendu dans du tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,5, EDTA 50 mM, SDS 3 %, p- 
mercapto6thanol 1 %. Apres reaction pendant 1 h a 65 °C, la solution est extraite 
avec un melange phenol/chloroformc/alcool isoamylique (24/24/1, v/v/v) et 
chloroforme/alcool isoamylique (24/1), precipitee a Tisopropanol, et le culot est 
dissous dans du tampon TE (Tris-HCl 10 mM pH 7,5 et EDTA 1 mM). On ajoute de 
la RNase (30 jxg/niL) pendant 1 h a 37 °C, l'ADN est pr6cipite a Tisopropanol, lav6 
dans de Tethanol 70 % et dissous dans de Teau. Les reactions de PCR sont conduites 
dans un volume total de 50 /xL, en utilisant 100 ng d'ADN, dNTP 200 jiM, chaque 
amorce a 2 /xM et 2 unites de Taq polymerase (Perkin Elmer). Les reactions PCR sont 
effectu6es par chauffage k 95"C pendant 5 min. puis r6alis6es pendant 30 cycles 
d' amplification k trois temperatures (1 min. k 95*C, 1 min. a 58°C, et 1 min. k 
72 °C). Les fragments amplifies sont clones dans le site ECOR V de pBluescript II 
SK(-) (Statagene) aprfcs traitement avec une unit6/jxL de transferase terminale 
(Boehringer). Le sequenfage des fragments est r6alis6 k l'aide d'un kit de sequenfage 
T7 de Pharmacia. 

II) Resultats 

L'EH d' Aspergillus niger est purifi6e a homog£n6it6 61ectrophor6tique en 
utilisant une procedure chromatographique k 4 6tapes. Au total, 120 ^g de T enzyme 
purifi6e sont pr6par6s k partir de 24 g de mycelium sec, c'est-a-dire de 5 L de milieu 
de culture. Ces valeurs relativement faibles sont dues k 2 raisons : 

1) le rendement d' ensemble (total) est faible (4 %) a cause de V instability de 
1' enzyme durant la procedure de purification principalement dans les etapes de 
concentration par ultrafiltration lorsque la concentration de la proteine est faible ; 
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2) la teneur initiale de 1'EH dans l'extrait cellulaire & % Aspergillus niger est 
faible: une valeur de 0,4 % des prolines solubles est calculee en utilisant 1'activite 
spScifique de 1'enzyme puriftee. Cependant, 1'enzyme purifi6e est responsable de 
toute 1'activite du champignon sur pNSO. Ainsi, il n'y a probablement qu'une seule 
proline active sur ce substrat dans Aspergillus niger. 

L'6poxyde hydrolase (EH) purifiee presente une seule bande en gel PAGE natif 
ou SDS apres coloration avec le bleu de Coomassie. Les determinations d'activite de 
tranches de gel obtenues apres electrophorese d'un gel de poly aery lamide non 
denaturant revfelent une seule bande se situant au meme niveau de la bande de la 
proteine marquee. Le point isoSlectrique de la proline est de 4,5 apres determination 
par electrofocalisation en utilisant un gradient de pH de 3 a 9 et une coloration au 
nitrate d' argent. 

L'EH & Aspergillus niger est un tetramere compose de 4 sous unites identiques 
de 45 kDa. Les EHs d'autres sources sont generalement des prolines monomeriques 
ou dinteriques. Cependant, T6poxyde hydrolase de Corynebacterium sp a r6cemment 
ete dScrite en tant que dod6camdre (Misawa et al., 1998). 

L'effet sur 1'activite de plusieurs r6actifs s61ectifs a €t€ teste. L'EDTA et le 
PMSF ne montrent aucun effet. Des agents oxydants tels que l'acide m&a- 
chloroperbenzoYque ou le peroxyde d'hydrogfcne inhibent fortement 1* activity de 
T enzyme. Au contraire, des agents de reduction tels que le p-mercapto6thanol ou la 
cysteine montrent un effet positif sur 1'activite de 1' enzyme. De plus, une forte 
inactivation est observde avec des agents bloquants des thiols tels que HgCl 2 , 4- 
hydroxy-mercuribenzoate, iodoac^tamide ou dithionitrobenzene (DTNB). Tous ces 
r6sultats d6montrent le r61e essentiel d ! un ou plusieurs residu(s) de cysteine sur 
1'activite de l'epoxyde hydrolase. Un effet similaire est observe avec les EH solubles 
(sEH) de mammiferes (Wixtrom et al., 1985) et avec TEH de Pseudomonas sp (Rink 
et al., 1997) alors que les EH microsomales (niEH) de mammiferes (Wixtrom et al., 
1985) ne sont pas sensibles aux r6actifs de thiol. 

Le profil d'activite pH et 1* inhibition par Tacetoph6none co-bromo-4-nitro 
suggdre la participation d'un r£sidu histidine dans le m6canisme catalytique. De plus, 
certains r6sidus cysteine sont importants pour 1'activite de 1'enzyme tel que demontr6 
pour sEH de mammifferes mais pas pour mEH (Wixtrom et al., 1985). Le mecanisme 
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catalytique des sEH et mEH de mammiferes pour Thydrolyse des epoxydes a 
recemment ete 61ucide (Beetham et al., 1995 ; Arand et al., 1996). Un mecanisme en 
2 etapes impliquant la formation d ! un ester covalent intermediate a €16 demontr6 avec 
la participation de 2 acides aspartiques et un r£sidu histidine. Cependant, on ne 
5 connait pas grand chose du mecanisme catalytique des EHs microbiennes. 

Recemment, un mecanisme similaire a 6t6 ddmontre pour I'epoxyde hydrolase de la 
bacterie Agrobacterium radiobacter (Rink et al., 1997). Ces 616ments suggerent que 
TEH d' Aspergillus niger utilise un mecanisme similaire pour I'hydratation des 
epoxydes que les EHs de mammiferes. Ce mecanisme est en accord avec le procede 

10 general de catalyse demontre pour Thydrolyse de Toxyde de styrene para-substitue par 

un extrait brut d' Aspergillus niger (Pedragosa-Moreau et al., 1996). 

Avec le pNSO, 1' addition d'un solvant organique est requise pour la 
solubilisation du substrat. En effet, en Tabsence de co-solvant, aucune activity ne peut 
etre d6tect6e. II a 6t€ montr6 pour d ! autres EHs solubles, qu'elles n*6taient pas actives 

15 sur des substrats micellaires (Hammock et al., 1997). Ainsi, T effet de differents co- 

sol vants sur T activity de Tfepoxyde hydrolase d 1 Aspergillus niger a €t€ 6tudi6. La 
nature des co-solvants influence grandement le rendement d'ouverture de 1'epoxyde, 
les plus fortes activit6s 6tant obtenues pour le DMF et l'ac6tone. La faible activit6 
obtenue avec le THF pourrait etre corr616e k Tinactivation de T enzyme par les traces 

20 de peroxydes qui sont habituellement pr6sentes dans le solvant. 

L'enzyme est active k un pH allant de 5 a 9 avec un pic maximum a pH 7. 
L' enzyme est active a une temperature allant de 2 k 45°C avec une activity maximum a 
40'C. De 2 a 40*C 1'activite augmente legerement (seulement 4 fois) tel qu'indiqu6 par 
la faible 6nergie d'activation (27 kJ.mol' 1 . °K" 1 ). 

25 D'un point de vue pratique, TEH d' Aspergillus niger est tres interessante pour la 

synthese organique pour sa capacity a hydrolyser des epoxydes racemiques de fa^on 
hautement 6nantios61ective. L'enantioselectivite est due k une plus forte affinite et une 
constante catalytique sup6rieure pour l'enantiomere (R) de pNSO par rapport a 
l'enantiomere (S). 

30 Le rapport des constantes sp6cifiques (k^/Km) indique que la vitesse initiale 

d'hydrolyse de l'enantiomere (R) est 55 fois plus rapide que celui de l'enantiomere (S) 
en partant du racemique pNSO. Ce r£sultat est similaire k celui obtenu avec les 
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cellules entieres sur le meme substrat (Pedragosa-Moreau, 1997). De plus, la 
regioselectivite de la reaction est tres elevee: 97 % pour le carbone 2, tel que montre 
avec le champignon entier (Pedragosa-Moreau, 1996). L'enantio- et la regio- 
selectivite de Thydrolyse de pNSO par TEH purifiee d' Aspergillus niger sont tres 
similaires k celles determinees avec 1 'ensemble des cellules. Par consequent, l f enzyme 
purifiee est responsable de toute 1* activity du champignon sur pNSO. 

B) Clonage et caracterisation de I'epoxvde hydrolase soluble d' Aspergillus 
nicer qui est apparentee aux epoxydes hydrolase microsomales de mammifere 

I) Procedure experimentale 

1) Isolement d'acides nucieiques d 1 Aspergillus niser (A. niser) 
Aspergillus niger (souche n" LCP 521 susmentionn6e) a 6t6 cultivee dans un 
milieu contenant 10 g de glucose et 20 g de liqueur de mais (Sigma, St Louis, Cat. n° 
C4648) par litre de culture. L' incubation est r6alisee dans un volume de 100 ml en 
fiole agit6e k 28°C pendant 3 jours apres inoculation avec des spores du champignon. 
Le myc61ium est recolt6 par filtration sur tissu et gard6 k -70 °C apr£s determination 
du poids humide. L 1 extraction d'ARN est rdalisee par la methode de Chomczynski et 
Sacchi (1986) en utilisant 10 mL de solution denaturante par gramme de mycelium. 
Le rendement typique est de 300 /xg d'ARN total par gramme de mycelium. Pour 
1 ! isolement de TARN, 2 g de mycelium sont homogeneis6s avec un homog6neiseur en 
verre de type Potter dans 15 mL d'une solution de lyse (solution de chlorhydrate de 
guanidine 6 M, contenant 0,1 M d'acetate de sodium, pH 5,5). Apres centrifugation k 
10,000 g pendant 10 min., le surnageant est transfere dans un autre tube et 2,5 
volumes d'ethanol sont ajoutes Les acides nucieiques precipit6s sont recueillis par 
centrifugation k 10,000 g pendant 10 min. et le culot resultant est dissous toute la nuit 
dans 10 mL de tampon de lyse apres un bref s6chage. La fraction insoluble est retiree 
par centrifugation et les acides nucieiques sont a nouveau pr6cipites par addition de 25 
mL d'ethanol. Le culot de centrifugation est lave avec de rethanol 70 %, s6che a l'air 
pendant 30 min. et dissous dans un tampon TE, pH 8.0. 
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2) Clonage du gene de TEH d* Aspergillus et de I'ADNc via la technique de 
T amplification en chaine par polymerase (polymerase chain reaction : PCR) 

La PCR inverse pour V amplification du gene de TEH Aspergillus a 6t€ realisee 
selon le schema suivant : 500 ng d'ADN genomique sont digSres avec une enzyme de 
restriction appropriee (la plupart des resultats reussis sont obtenus avec BamHI ou 
Cfol) et sont recup6res par une precipitation a l'6thanol apres une extraction au 
melange phenol/chloroforme. Sur ces 500 ng, 100 ng sont circularises par ligation 
avec TADN ligase T4 (Life Technologies) dans un volume de 20 fiL dans des 
conditions specifiees par le fournisseur. Un microlitre de la preparation r6sultante est 
amplifie par PCR effectuee sur 30 cycles (1 min. 94'C, 1 min. 60*C, 3 min, 72°C) 
avec une ADN polymerase Taq (Perkin Elmer) dans des conditions de reaction 
standards recommand6es par le fournisseur. Les amorces utilis6es 

(MA226 5 '-ATGCGATCGGACTGCTGGACA-3 ' et 

MA227 5 1 -CGCGGGCA ATCC ACACCTAC-3 ' ) 

sont deduites de la sequence d'un fragment genomique obtenu pr6c6demment. 
Un site de restriction Xhol situe entre les 2 sites d'amo^age dans la s6quence 
genomique est utilise facultativement pour relin6ariser 1'ADN circulaire avant la PCR 
inverse, afin de supprimer le stress de torsion et ainsi am61iorer l'efficacitg de 
1' amplification initiale du support genomique. Les produits PCR sont separes par 
61ectrophorese sur gel agarose et les amplicons spScifiques de TEH & Aspergillus sont 
identifies par immunotransfert selon la technique de Southern en utilisant le fragment 
genomique mentionne ci-dessus en tant que sonde. Les fragments de gene de l'EH 
Aspergillus identifies de cette fa?on sont purifies par 61ectrophorese sur gel agarose en 
utilisant le kit Quiaex (Qiagen), et clones dans le vecteur pGEM-T (Promega) pour les 
analyses de sequence par la mdthode de terminaison de chaine. 

A partir de V information obtenue de la sequence, 2 amorces 
(MA290 5 1 -cggaattccATGgTCACTGG AGG AGC A AT AATTAG-3 ' et 
MA291 5 1 -ttgaatTCCCTACTTCTGCCACAC-3 1 ; les r€sidus en lettres capitales 
sont complementaires de la sequence support) entourant la region codant la proline 
du gene EH sont d6duits et utilises pour amplifier les fragments respectifs de 1'ADN 
genomique et transcrire en inverse I'ARNm avec 1'ADN polymerase Pfu de haute 
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fidelite ("Stratagene") sur 40 cycles (1 min. 94"C, 1 min. 50'C, 6 min. 72°C). Les 

fragments ADN resultant sont digeres avec EcoRI et inseres dans pUC19 (New 
England Biolabs) pour V analyse sSquentielle finale. 

3) Expression, purification et analyse de Tepoxvde hydrolase recombinante 
Pour T expression recombinante dans E. coli, le fragment ADNc de l'epoxyde 

hydrolase d' Aspergillus est amplify avec une ADN polymerase Pfu en utilisant 

T amorce MA291 (voir ci-dessus) et V amorce MA318 

(5 ' gctgaattcacATGTCCGCTCCGTTCGCCAAG-3 ' ) 

afin d'introduire un site de reconnaissance Afllll Ncol-compatible (souligng dans 
le primer MA318) dans le codon d' initiation probable du gene de l'epoxyde hydrolase 
d' Aspergillus qui a 6te revele par 1' analyse des sequences. 

Le vecteur d* expression pGEF-f de bact£rie, est modifi6 en introduisant un site 
multiple de coupure 

(5 1 -CCATGGGAATTCTCGAGATCTAAGCTTATGCATCAGCTGCATGG-3 *) 

dans le site Ncol qui contient le codon de depart du vecteur pGEF-h dans le 
contexte adapte a un site de liaison du ribosome, en aval du promoteur de TARN 
polymerase T7. Le plasmide resultant est appele pGEF II dans ce qui suit. Le 
fragment PCR Aflll/Eco RI de TEH d' Aspergillus est ligaturS dans le site Ncol/Eco 
RI de pGEF II pour produire la construction d' expression pGEF Asp EH". La souche 
E. coli BL21 (DE 3) (Novagen) est transform^ avec pGEF Asp EH et mise dans le 
milieu LB a 30*C. En phase exponentielle tardive, Tinduction de Texpression de la 
proteine recombinante est r6alis6e par addition d'isopropyl-p-thiogalactoside (100 
fiM). Apres deux heures, les bacteries sont recueillies par centrifugation, 
resuspendues dans 0,02 volumes de culture du tampon STE (Tris-HCl, 10 mM, 
chlorure de sodium, 100 mM, acide 6thylenediamine tetraacetique, 1 mM, pH 7,4) et 
stock6es a -70°C. L'activit6 enzymatique est determine par transformation de 
r&iantiomere R de l'oxyde de /?ara-nitrostyrene en diol correspondant. La r6action 
est conduite a une concentration de substrat de 880 /xM dans 500 STE a 37°C 
pendant 30 min., en presence de 10 fiL d^c&onitrile qui est utilis6 comme solvant de 
1 'oxyde de para-nitrostyrfcne. 

La r6action de conversion est termin6e par extraction du substrat avec un 
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volume 6gal de chloroforme. Dans ces conditions, plus de 99,9 % du substrat est 
extrait dans la phase organique et 60 % du diol est retrouv6 dans la phase aqueuse. 

Le substrat de conversion est quantifie par addition de 400 /iL de surnageant a 
800 fiL d'eau et en lisant la densite optique a 277 nM, avec le coefficient d' extinction 
molaire du produit 6tant 9,1 x 10 3 M" 1 cm" 1 . L*6poxyde hydrolase d' Aspergillus est 
purifiee jusqu'a homog6n6it6 par une procedure en 3 Stapes, selon la m6thode decrite 
ci-dessus. 

Les anticorps diriges contre la proline purifi6e ont 6t6 obtenus en immunisant 
des lapins selon la technique d6crite par Friedberg et al., 1991. La proline purifiee 
est analys6e par electrophorese sur gel polyacrylamide SDS suivi par un marquage au 
bleu Coomassie ou par immunotransfert selon les procedures prec6demment publiees. 

4) Construction et analyse des mutants d'epoxyde hydrolase 

Une mutagenese dirigee contr616e par PGR de l'ADNc d'6poxyde hydrolase 
d' Aspergillus est conduite par la m6thode de Tomic et al., 1990, tel que ddcrit 
pr6cedemment pour les Spoxydes hydrolases solubles de mammiferes et les 6poxydes 
hydrolases microsomales (Arand et al., 1996; Arand et al., 1999). 

Des amorces ont et6 utilis6es pour T introduction des diffferentes mutations. Les 
mutations affectant le nucl6ophile catalytique Asp 192 sont introduites en 6changeant la 
cassette interne Ncol de l'ADNc de T6poxyde hydrolase d' Aspergillus contre le 
fragment PCR-modifie. 

De meme, des mutations ciblant les r6sidus du systeme de relais de charge, a 
savoir Asp 348 et His 374 , sont introduites en substituant un fragment Xhol avec le 
fragment respectif PCR. Les modifications PCR sont g6n6r6es en utilisant la 
polymerase ADN Pfu afin de minimiser V introduction de modifications de sequence 
non voulues. Tous les fragments PCR-g£ner6s sont fmalement sequences pour 
s'assurer de leur exactitude. Apres expression recombinante, la solubilit6 des 
prolines mutantes est testee, ce qui repr6sente un indicateur de leur int6grit6 
structurelle. Apres sonication des culots bacteriens, la suspension rSsultante est 
centrifiig6e a 10,000 g, le culot et le surnageant sont controls pour la presence de 
Tepoxyde hydrolase d' Aspergillus par immunotransfert. L* activity enzymatique est 
contr616e dans le surnageant tel que ddcrit pr6c6demment. 
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II) Resultats 

L'isolement du gene de I'epoxyde hydrolase (EH) d' Aspergillus et l'ADNc via 
une PCR inverse, ont 6t6 obtenus. II a tie difficile d'obtenir des fragments amplifies 
specifiques en utilisant des enzymes de restriction avec des sites de reconnaissance 
hexamfrique pour la digestion de l'ADN g£nomique. 

Ceci semble du a deux erreurs d'appariement dans 1' amorce MA226, par 
comparaison a la sequence d'origine naturelle, qui affaiblit V amplification des produits 
longs, mais ne pose pas de probleme quand on utilise les enzymes de restriction avec 
des sequences de reconnaissance tetrameriques. Cependant, le premier fragment 
obtenu apres une restriction par BamHI de l'ADN semble etre artificiellement 
tronque, ce qui est une consequence de I'amorfage interne de l'amplicon initial. Par 
consequent, la region 3' de TEH d' Aspergillus en aval de la sequence genomique est 
manquante dans ce fragment et doit etre obtenue s6parement dans une seconde 
experience PCR inverse. 

L'epoxyde hydrolase d' Aspergillus est clairement reliee aux mEHs des 
mammiferes, bien que cette enzyme soit unique sous plusieurs aspects. 

Premierement, c'est une enzyme soluble n'ayant pas de sequence d'ancrage dans 
la membrane, contrairement aux epoxydes hydrolases microsomales de mammiferes 
(mEHs), et leurs correspondants chez les arthropodes. 

Deuxiemement, TEH d' Aspergillus a un pouvoir de conversion beaucoup plus 
eleve avec Toxyde de para-nitrostyrene, que ceux des epoxydes hydrolases de 
mammiferes avec leurs substrats. 

Alors que I'epoxyde hydrolase microsomale (mEH) de rat a une activite 
specifique avec ses substrats modeles oxyde de styrfcne et oxyde de benzo[a]pyrene 
d'environ 500 nmoles converties par minute et milligramme d'enzyme pure, Tepoxyde 
hydrolase d' Aspergillus hydrolyse 100 /imol d f oxyde de styrene 4-nitro par minute et 
milligramme d'enzyme. Le nombre de conversion de mEH de rat a €t€ augment6 par 
un facteur de 30 en substituant le r6sidu acide du systeme de relais de charge de son 
site catalytique, a savoir Glu 404 , par Tacide aspartique. De fapon int6ressante, le residu 
correspondant dans Tepoxyde hydrolase native Aspergillus est d€jk un acide 
aspartique, par opposition au fait que I' acide glutamique occupe cette position dans 
toutes les autres enzymes mEH. La substitution de Asp 348 catalytique dans l'6poxyde 
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hydrolase d* Aspergillus par Glu conduit a une chute mod6r6e du Vmax d'un facteur de 
seulement 2. Dans le meme temps, le K M a chute d'un facteur de 3. Une possible 
explication de cette observation pourrait etre celle d'une inversion dans l'gtape 
limitant le taux de conversion de la reaction enzymatique. Dans les mEH et sEH de 

5 mammiferes la seconde 6tape hydrolytique de la reaction enzymatique semble etre une 

etape limitant le taux de conversion. Dans de telles conditions, c'est k dire lorsque la 
constante de vitesse de la formation de Tester interm6diaire kj est beaucoup plus 
important que la constante k 2 pour l'etape hydrolytique, la reduction de Vmax due a 
un k 2 r6duit se fait en parallele d'une reduction similaire de K M , parce que K M = 

10 K^k^kj+k^. Cependant, si, initialement k, limite le taux, et k 2 est beaucoup plus 

important, 1' expression k 2 /(k,+k 2 ) sera approximativement egale a 1 et K M est 6gal a 
K D . Une reduction de Vmax de moiti6 due sk une modulation du systeme de relais de 
charge, c'est-k-dire de la partie importante du site catalytique pour la deuxieme 6tape 
de la rdaction enzymatique, est probablement due a une forte diminution de k 2 allant 

15 jusqu'k la moitte de la valeur de k,. En consequence, k 2 /(k,+k 2 ) serait maintenant 

proche de 1/3, c'est-a-dire exactement la valeur observe pour le mutant Asp^Glu de 
l'epoxyde hydrolase (EH) d' Aspergillus. Ainsi, ces resultats sont compatibles avec le 
fait que dans le cas de EH d' Aspergillus avec 1'oxyde de para-nitrostyrene comme 
substrat, k 2 est plus grand que k,, une situation qui n f existe plus lors de la substitution 

20 de Asp 348 par Glu. Ceci correspondrait exactement au scenario observe avec les mEH 

de mammiferes. 

La structure du gene de l'epoxyde hydrolase d' Aspergillus est tres complexe, si 
on se base sur la simplicity de 1'organisme d'origine. Alors que la taille moyenne des 
introns identifies est d' environ 60 pb, et done est en accord avec celle de beaucoup 
25 d'autres genes d 1 Aspergillus, par contre, le nombre d'introns dans le gene Aspergillus, 

8 en tout, est anormalement 61ev6. 

Aucun des exons/introns n'est conserve entre champignons et mammiferes, en 
depit du nombre identique d'introns dans les 2 organismes. Les genes de champignon 
et de mammifere ont tous les deux un premier exon non-codant. Chez le rat, 
30 l'existence d'au moins 3 alternatives pour le premier exon a 6t6 not6e. Ici, le premier 

exon non-codant permet V usage alternatif de diffdrents promoteurs pour la synthase de 
proteines identiques. 
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C) exemples d 'application 

Exemple 1 

15g d'Oxyde de l,l-diethoxybut-3-ene (94 mmoles soit une concentration de 0,3 
5 mole par litre de milieu reactionnel) sont ajoutes k 300 ml de tampon phosphate (pH 

8, 0.1M). La temperature est amen6e k 4°C et 1.2g d'enzyme purifiee (native) sont 
additionnes. Apres 30 heures d' agitation a 4°C l'6poxyde rdsiduel est extrait avec du 
pentane. L^vaporation du solvant suivie d'une distillation permet d'isoler 4.5g de (S)- 
epoxyde (Rdt = 30%, ee = 98%). Une extraction en continu de la phase aqueuse 
10 avec du dichlorom6thane permet d'isoler apres purification sur une colonne de silice 

9g de (R)-diol (Rdt = 54%, ee = 47%). 
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Exemple 2 

6g de pcra-Bromo-a-mdthylstyrene oxyde (28 mmoles soit une concentration de 
0,35 mole par litre de milieu reactionnel) sont ajoutes a 75 ml de tampon phosphate 
(pH 8, 0.1M). La temperature est amenee a 4°C et 0.35g d'enzyme purifiee (native) 
sont additionnes. Apres 8 jours d'agitation a 0°C Tepoxyde r6siduel est extrait avec 
du pentane. L'evaporation du solvant suivie d'une distillation permet d'isoler 2.3g de 
(5)-6poxyde (Rdt = 39%, ee = 99.7%). Une extraction en continu de la phase 
aqueuse avec du dichloromethane permet d'isoler apres purification sur une colonne 
de silice 3.19g de (R)-diol (Rdt = 49%, ee = 96%). 
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Exemple 3 

4g de /rara-Chlorostyrene oxyde (26 mmoles soit une concentration de 2 moles 
par litre de milieu rdactionnel) sont ajoutes k 9 ml de tampon phosphate (pH 7, 0.1M). 
La temperature est amende a 0°C et 2.3g d'enzyme puriftee (native) sont additionnes. 
Apres 8 heures d ! agitation a 0°C Tepoxyde residuel est extrait avec du pentane. 
V evaporation du solvant suivie d'une distillation permet d'isoler 1.9g de (S)-epoxyde 
(Rdt = 47%, ee = 99%). Une extraction de la phase aqueuse avec de T acetate 
d'dthyle permet d'isoler apres purification sur une colonne de silice 2.15g de (#)-diol 
(Rdt = 48%, ee = 92%). 




( + ) (S) (R) 



Exemple 4 

4g de para-Nitrostyrene oxyde (24 mmoles soit une concentration de 0,3 mole 
par litre de milieu r6actionnel) dissous dans 15 ml de DMSO sont ajoutes k 60 ml de 
tampon phosphate (pH 7, 0.1M). La temperature est amende a 27°C et 0.7g d f enzyme 
puriftee (native) sont additionnes. Apres 32 heures d'agitation le milieu reactionnel est 
sature avec du NaCl puis extrait en continu avec du dichlorom&hane. L'6vaporation 
du solvant suivie d'une chromatographic sur silice permet d'isoler 1.8g de (S)- 
6poxyde (Rdt = 45%, ee = 96%) et 2.3g de (R)-diol (Rdt = 52%, ee = 86%). 




(±) (S) (*) 



Exemple 5 

1.5g de /?ara-isobutyl-a-m6thylstyrene oxyde (7,9 mmoles soit une 
concentration de 0,25 mole par litre de milieu reactionnel) sont ajoutes a 30 ml de 
tampon tris (pH 8, 0.4M). La temperature est amende k 4°C et 2.6g d' enzyme 
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purifiee (native) sont additionnes. Apres 24 jours d'agitation a 4°C Tepoxyde residuel 
est extrait avec du pentane. V evaporation du solvant suivie permet d'obtenir le (5)- 
6poxyde (ee = 96%) non purifie. Une extraction de la phase aqueuse avec de l'dther 
permet d'isoler apres purification sur une colonne de silice 0.91g de (/?)-diol (Rdt = 
5 55%, ee = 70%). 




Exemple 6 

10 lg de phenyl glycidyl 6ther (6,7 mmoles soit une concentration de 3,3 moles par 

litre de milieu reactionnel) est ajoutd & 1 ml de tampon phosphate (pH 7, 0.1M). La 
temperature est amende k 27°C et 25 mg d'enzyme recombinante purifide sont 
additionnes. Apres 15 heures d'agitation k 27°C la totalite de Tepoxyde est transforme 
en diol correspondant racSmique. Une extraction avec de l'acetate d'ethyle permet 

15 d'isoler ce diol avec un rendement quantitatif. 

OH 

Cf"^ — - 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> C.N.R.S. 

5 <120> PROTEINES D 1 ORIGINE FONGIQUE ET DERIVEES, LEURS 

PROCEDES D'OBTENTION, ET LEURS UTILISATIONS, NOTAMMENT 
POUR LA PREPARATION DE MOLECULES ENANT I OMERI QUEMENT 
PURES 

10 <130> EPOXSL 

<140> 
<141> 

15 <160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

20 <211> 1197 

<212> ADN 

<213> Aspergillus niger 

<220> 
25 <221> CDS 

<222> (1) . . (1197) 

Sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 
<400> 1 

30 atg tec get ccg ttc gec aag ttt ccc teg teg gcg age att teg cct 48 
Met Ser Ala Pro Phe Ala Lys Phe Pro Ser Ser Ala Ser lie Ser Pro 
15 10 15 

aat cct ttc acg gtc tct ate ccg gat gaa cag ttg gat gac ttg aaa 96 
35 Asn Pro Phe Thr Val Ser lie Pro Asp Glu Gin Leu Asp Asp Leu Lys 

20 25 30 

acc etc gtc cga ctg tec aag att get cct ccc acc tat gag age ctg 144 
Thr Leu Val Arg Leu Ser Lys lie Ala Pro Pro Thr Tyr Glu Ser Leu 
40 35 40 45 

caa gcg gat ggc egg ttt ggc ate act tct gaa tgg ctg aca act atg 192 

Gin Ala Asp Gly Arg Phe Gly lie Thr Ser Glu Trp Leu Thr Thr Met 
50 - - 55 6Q 

45 

egg gag aaa tgg etc teg gag ttt gac tgg cga cca ttt gaa get cga 24 0 

Arg Glu Lys Trp Leu Ser Glu Phe Asp Trp Arg Pro Phe Glu Ala Arg 

65 70 75 80 

50 ctg aac tct ttc cct cag ttt act aca gag ate gag ggt etc acg att 288 
Leu Asn Ser Phe Pro Gin Phe Thr Thr Glu lie Glu Gly Leu Thr lie 
85 90 95 

cac ttt get get etc ttc tec gag agg gag gat get gtg cct ate gca 336 
55 His Phe Ala Ala Leu Phe Ser Glu Arg Glu Asp Ala Val Pro lie Ala 
100 105 110 

ttg etc cat ggt tgg ccc ggc age ttc gtt gag ttc tac cca ate ctg 384 
Leu Leu His Gly Trp Pro Gly Ser Phe Val Glu Phe Tyr Pro lie Leu 
60 115 120 125 
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cag eta ttc egg gag gag tac acc cct gag act ctg cca ttc cat ctg 432 

Gin Leu Phe Arg Glu Glu Tyr Thr Pro Glu Thr Leu Pro Phe His Leu 

130 135 140 

5 

gtt gtt ccg tec ctt cct ggg tat act ttt tea tct ggt ccc ccg ctg 480 

Val Val Pro Ser Leu Pro Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Gly Pro Pro Leu 

145 150 155 160 

10 gac aag gac ttc ggc ttg atg gac aac gee egg gtc gta gac cag ttg 528 
Asp Lys Asp Phe Gly Leu Met Asp Asn Ala Arg Val Val Asp Gin Leu 
165 170 175 

atg aag gac etc ggg ttc gga agt ggt tat att att cag gga ggt gat 576 
15 Met Lys Asp Leu Gly Phe Gly Ser Gly Tyr lie lie Gin Gly Gly Asp 
180 185 190 

att ggt age ttt gtt gga cga ctg ttg ggc gtg ggt ttc gac gee tgc 624 
lie Gly Ser Phe Val Gly Arg Leu Leu Gly Val Gly Phe Asp Ala Cys 
20 195 200 205 

aaa gcg gtt cat ttg aac ctg tgc gca atg agg get ccc cct gag ggc 672 

Lys Ala Val His Leu Asn Leu Cys Ala Met Arg Ala Pro Pro Glu Gly 

210 215 220 

25 

ccg tea att gag age ttg tec gca gcg gag aag gag gga ate gcg cga 720 

Pro Ser lie Glu Ser Leu Ser Ala Ala Glu Lys Glu Gly lie Ala Arg 

225 230 235 240 

30 atg gag aag ttc atg acc gat ggc tta get tat gee atg gag cac agt 768 
Met Glu Lys Phe Met Thr Asp Gly Leu Ala Tyr Ala Met Glu His Ser 
245 250 255 

act egg ccc agt act att ggc cac gtg ctg tec age agt ccg ate gca 816 
35 Thr Arg Pro Ser Thr He Gly His Val Leu Ser Ser Ser Pro He Ala 
260 265 270 

tta ctt gca tgg att ggt gag aaa tat etc caa tgg gtg gat aaa ccc 864 
Leu Leu Ala Trp He Gly Glu Lys Tyr Leu Gin Trp Val Asp Lys Pro 
40 275 280 285 

etc cct tct gag acc ate etc gag atg gtg age ctg tat tgg ctg acg 912 

Leu Pro Ser Glu Thr He Leu Glu Met Val Ser Leu Tyr Trp Leu Thr 

290 295 300 

45 

gaa agt ttc ccg egg gca att cat acc tac cgc gag act acc cca act 960 

Glu Ser Phe Pro Arg Ala He His Thr Tyr Arg Glu Thr Thr Pro Thr 

305 310 315 320 

50 gec tec get ccc aat gga gcg aca atg ctt cag aag gaa tta tat att 1008 
Ala Ser Ala Pro Asn Gly Ala Thr Met Leu Gin Lys Glu Leu Tyr He 
325 ' 330 335 

cac aag ccg ttt ggg ttc tec ttc ttc ccc aag gac ctt tgt cct gtg 1056 
55 His Lys Pro Phe Gly Phe Ser Phe Phe Pro Lys Asp Leu Cys Pro Val 
340 345 350 

cct egg age tgg att get aca acg gga aat eta gta ttc ttc egg gat 1104 
Pro Arg Ser Trp He Ala Thr. Thr Gly Asn Leu Val Phe Phe Arg Asp 
60 355 360 * 365 
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cat gca gag gga gga 
His Ala Glu Gly Gly 
370 

5 aag acc gac ctg aca 
Lys Thr Asp Leu Thr 
385 



-31 - 



cac ttt gcc gca ttg gag 

His Phe Ala Ala Leu Glu 
375 

gca ttt gtc gag cag gtg 

Ala Phe Val Glu Gin Val 

390 395 



cgt cca cgc gag ctg 1152 

Arg Pro Arg Glu Leu 

380 

tgg cag aag tag 1197 
Trp Gin Lys 



10 Sequence peptidique SEQ ID NO : 2 
<210> 2 
<211> 399 
<212> 

<213> Aspergillus niger 

15 

<400> 2 

Met Ser Ala Pro Phe Ala Lys Phe Pro Ser Ser Ala Ser lie Ser Pro 
1 5 10 15" 

20 Asn Pro Phe Thr Val Ser lie Pro Asp Glu Gin Leu Asp Asp Leu Lys 

20 25 30 

Thr Leu Val Arg Leu Ser Lys lie Ala Pro Pro Thr Tyr Glu Ser Leu 
35 40 45 



25 



40 



55 



Gin Ala Asp Gly Arg Phe Gly lie Thr Ser Glu Trp Leu Thr Thr Met 
50 55 60 



Arg Glu Lys Trp Leu Ser Glu Phe Asp Trp Arg Pro Phe Glu Ala Arg 

30 65 70 75 80 

Leu Asn Ser Phe Pro Gin Phe Thr Thr Glu lie Glu Gly Leu Thr lie 

85 90 95 

35 His Phe Ala Ala Leu Phe Ser Glu Arg Glu Asp Ala Val Pro lie Ala 

100 105 * 110 

Leu Leu His Gly Trp Pro Gly Ser Phe Val Glu Phe Tyr Pro lie Leu 

115 120 125 



Gin Leu Phe Arg Glu Glu Tyr Thr Pro Glu Thr Leu Pro Phe His Leu 
130 135 140 



Val Val Pro Ser Leu Pro Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Gly Pro Pro Leu 

45 145 150 155 160 

Asp Lys Asp Phe Gly Leu Met Asp Asn Ala Arg Val Val Asp Gin Leu 

165 170 175 

50 Met Lys Asp Leu Gly Phe Gly Ser Gly Tyr lie lie Gin Gly Gly Asp 

180 185 190 



lie Gly Ser Phe Val Gly Arg Leu Leu Gly Val Gly Phe Asp Ala Cys 
195 200 * 205 

Lys Ala Val His Leu Asn Leu Cys Ala Met Arg Ala Pro Pro Glu Gly 
210 215 220 



Pro Ser lie Glu Ser Leu Ser Ala Ala Glu Lys Glu Gly lie Ala Arg 
60 225 230 235 240 
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Met Glu Lys Phe Met 
245 

5 Thr Arg Pro Ser Thr 
260 

Leu Leu Ala Trp He 
275 

10 

Leu Pro Ser Glu Thr 
290 

Glu Ser Phe Pro Arg 
15 305 

Ala Ser Ala Pro Asn 
325 

20 His Lys Pro Phe Gly 
340 

Pro Arg Ser Trp He 
355 

25 

His Ala Glu Gly Gly 
370 

Lys Thr Asp Leu Thr 
30 385 



Thr Asp Gly Leu Ala 
250 

He Gly His Val Leu 
265 

Gly Glu Lys Tyr Leu 
280 

He Leu Glu Met Val 
295 

Ala He His Thr Tyr 
310 

Gly Ala Thr Met Leu 
330 

Phe Ser Phe Phe Pro 
345 

Ala Thr Thr Gly Asn 
360 

His Phe Ala Ala Leu 
375 

Ala Phe Val Glu Gin 
390 



Tyr Ala Met Glu His Ser 
255 

Ser Ser Ser Pro lie Ala 
270 

Gin Trp Val Asp Lys Pro 
285 

Ser Leu Tyr Trp Leu Thr 
300 

Arg Glu Thr Thr Pro Thr 
315 320 

Gin Lys Glu Leu Tyr He 
335 

Lys Asp Leu Cys Pro Val 
350 

Leu Val Phe Phe Arg Asp 
365 

Glu Arg Pro Arg Glu Leu 
380 

Val Trp Gin Lys 
395 



35 
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REVENDICATIONS 

1. Proteine d'origine fongique ayant une activity epoxyde hydrolase, telle 
qu'obtenue sous forme essentiellement pure par extraction a partir de cellules de 
champignons, ou par mise en culture de cellules hotes transform6es par une 
sequence nueleotidique codant pour la proteine fongique susmentionnee, ou 
proline derivee par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs 
acides amines de la proline d'origine fongique susmentionn6e et poss6dant une 
activity epoxyde hydrolase. 

2. Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la s6quence SEQ ID NO : 2, 

- ou toute s6quence deriv6e de la sequence SEQ ID NO : 2, notamment 
par substitution, suppression ou addition d f un ou plusieurs acides amin6s, et 
possedant une activity dpoxyde hydrolase, ladite sequence derivSe ayant de 
preference une homologie d'au moins environ 40 % avec la sequence SEQ ID 
NO : 2, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 2, ou d'une sequence 
d6riv6e de cette dernifere telle que dSfinie ci-dessus, et poss6dant une activity 
epoxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference constitue d'au moins 
environ 10 acides amines contigus dans la region d61imit6e par les acides amines 
situ6s aux positions 1 et 339 de la sequence SEQ ID NO : 2. 

3. Proteine selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle 
correspond a une 6poxyde hydrolase fongique sous forme essentiellement pure, 
telle qu'obtenue par extraction et purification a partir de cultures de cellules de 
champignons de Tespece Aspergillus. 

4. Proteine selon Tune des revendications 1 a 3, caract6ris6e en ce qu'elle 
correspond a 1' epoxyde hydrolase fongique sous forme essentiellement pure 
representee par SEQ ID NO : 2, telle qu'obtenue par extraction et purification k 
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partir de cultures de cellules de souches d' Aspergillus niger ou d' Aspergillus 
turingensis. 

5. Proteine selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle 
5 correspond a une epoxyde hydrolase fongique recombinarite, telle qu'obtenue 

sous forme essentiellement pure par transformation de cellules hotes appropriees 
a Taide de vecteurs contenant : 

- la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant Tepoxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, ou toute sequence dSrivee de SEQ ID NO : 1 
10 par degenerescence du code genetique, et codant V epoxyde hydrolase 

representee par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence d6rivee de la sequence SEQ ID NO : 1 , notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 
une enzyme possedant une activity epoxyde hydrolase, ladite sequence ddrivee 

15 ay ant de preference une homologie d'au mo ins environ 45 % avec la sequence 

SEQ ID NO : 1, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 1, ou d'une sequence 
derivee de cette dernifcre telle que definie ci-dessus, et codant une enzyme 
possedant une activity epoxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference 

20 consume d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region delimit6e 

par les nucleotides situes aux positions 1 et 1 197 de la sequence SEQ ID NO : 1. 

6. Proline selon la revendication 5, caract6ris6e en ce qu'elle correspond 
a T epoxyde hydrolase fongique recombinante representee par SEQ ID NO : 2, 

25 telle qu'obtenue par transformation de cellules hotes appropriees a Taide de 

vecteurs contenant la sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1, ou toute sequence 
d6rivee de SEQ ID NO : 1 par d6g6nerescence du code g6netique, et codant 
1' Epoxyde hydrolase representee par SEQ ID NO : 2. 

30 7. Sequence nucleotidique codant une proteine d'origine fongique k activite 

epoxyde hydrolase telle que definie Tune des revendications 1 a 6. 
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8. Sequence nucleotidique selon la revendication 7, caracterisee en ce 
qu'elle comprend : 

- la sequence representee par SEQ ID NO : 1 codant r epoxyde 
hydrolase representee par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1 par 
deg6nerescence du code g6n6tique, et codant 1' epoxyde hydrolase representee 
par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1 , notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 
une enzyme possedant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee 
ay ant de preference une homologie d'au moins environ 45 % avec la sequence 
SEQ ID NO : 1, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 1, ou d'une sequence 
d6riv6e de cette dernifcre telle que definie ci-dessus, et codant une enzyme 
possedant une activity epoxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference 
constitue d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region d61imit£e 
par les nucleotides situ6s aux positions 1 et 1197 de la sequence SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence nucleotidique compiementaire des sequences ou 
fragments susmentionn6s, 

- ou toute sequence nucleotidique codant une enzyme possedant une 
activite epoxyde hydrolase, et susceptible d^ybrider avec une des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

les sequences ou fragments susmentionnes etant sous forme simple brin ou 
double brin. 

9. Vecteur, notamment plasmide, contenant une sequence nucleotidique 
selon la revendication 7 ou 8. 

10. Cellule bote, choisie notamment parmi les bact6ries, les virus, les 
levures, les champignons, les plantes ou les cellules de mammiferes, ladite 
cellule hote '6tant transformee, notamment k Taide d'un vecteur selon la 
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revendication 9, de maniere a ce que son genome contienne contenant une 
sequence nuclSotidique selon la revendication 7 ou 8. 

11. Utilisation de proteines proteine a activity epoxyde hydrolase dSfinies 
dans Tune des revendications 1 £6, en tant que biocatalyseurs enzymatiques 
dans le cadre de la mise en ceuvre de procedes de preparation d'fipoxydes ou de 
diols vicinaux £nantiom6riquement purs, notamment dans le domaine 
pharmaceutique, phytosanitaire, ou dans le cadre de la fabrication de matSriaux 
optiques specifiques. 

12. Proc6de de preparation d'epoxydes et/ou de diols 6nantiom6riquement 
purs respectivement de formules (II) et (III) suivantes 



dans lesquelles R lf R 2 , R3 et R4 repr6sentent des groupes quelconques, 
notamment des groupes caract£ristiques des composes pharmaceutiques, 
phytosanitaires, ou des mat6riaux optiques spdcifiques correspondant auxdits 
epoxydes ou diols vicinaux, 

ledit proc6d6 comprenant une 6tape de traitement d'un melange d'6poxydes 
diast6r6oisomfcres, ou d'un epoxyde chiral sous forme rac6mique, ou d'un 
epoxyde prochiral de formule (I) suivante : 





n 



ra 
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avec une prot6ine a activite epoxyde hydrolase selon Tune des 
revendications 1 a 6, ou avec des cellules hotes selon la revendication 10 
exprimant une proteine a activite epoxyde hydrolase selon Tune des 
revendications 1 a 6, ce qui conduit a l'obtention : 

- d'un melange des composes de formule (II) et (III) susmentionnSs, 
lesdits composes de formule (II) et (III) pouvant, le cas 6ch6ant, etre separes par 
une etape supplfrnentaire de purification, 

- ou du seul compost de formule (III) susmentionn6e. 

13. Proc6de de preparation d'une proteine a activity epoxyde hydrolase 
recombinante selon la revendication 5 ou 6, caracteris6 en ce qu'il comprend 
une 6tape de transformation de cellules hotes, de preference choisies parmi les 
bacteries, les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les cellules de 
mammiferes, avec un vecteur selon la revendication 9, et une 6tape de 
purification de l'6poxyde hydrolase recombinante produite par lesdites cellules. 

14. Proc6de de preparation d'une proteine k activite epoxyde hydrolase 
sous forme essentiellement pure selon la revendication 3 ou 4, ledit proc6de 
comprenant : 

- une etape d' extraction de 1' enzyme k partir de cultures cellulaires de 
champignons, tels que les champignons de l'espece Aspergillus, notamment par 
cassage du champignon a Taide d'une presse, suivie d'une etape de 
centrifugation a faible vitesse, r£cup6ration du surnageant, et, le cas 6ch6ant 
concentration, 

- une 6tape de purification de T enzyme k partir de l'extrait obtenu a l'6tape 
pr6cedente, notamment par passages successifs sur des colonnes de DEAE- 
Sepharose, Ph6nyl-Sepharose, Mono Q et Superose 12. 
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